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Abstract of DE3218121 

The invention relates to pharmaceutical compositions which can be administered intravascularly for the 
treatment of oncoses and which contain immunostimulants or cytotoxic agents which are encapsulated 
in liposomes and/or erythrocytes. 
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@ Arzneimittel zur Tumorbehandlung 

Die Erfindung betrifft intraversal zu verabreichende Arznei- 
mittel zur Behandlung von Tumorerkrankungen. die einen 
Gehalt an in Uposomen und/oder Erythrozyten enkapsulierten 
ImmunstlmulantienoderCytotoxikaaufweisen. (32 18 121) 
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Arzneiml^tel zur Tumorbehandl uns« 



Patentanspriiche . 

1. Intravasal zu verabreichende Arzneiroittel zur 
Tumorbehandlung, gekennzelchnet durch einen 
Gehalt an in Liposomen und/oder Erythrozyten 
enkapsullerten Immunstiinulatia oder Cytotoxica. 

2. Arzneiniittel nach Anspruch 1, gekennzelchnet 
durch elnen Gehalt an in Liposomen und/oder 
Erythrozyten enkapsulierten, gegebenenf alls elner 
Hembranveranderung unterzogenen Membranfragmenten 
Oder Membranextrakten von Priiparturoor- oder 
Metastasezellen* 

3* Arzneimittel nach Anspruch 1, gekennzelchnet durch 
einen Gehalt an enkapsuliertem Interferon^ Inter* 
f eronlnducern und/oder ander'en an slch bekannten 
Inununstimulantien. 

km Arzneimittel nach Anspruch 1 - 3« gekennzelchnet 

durch einen Zusatz von die Antigen-^Ant ikorperreaktion 
verstarkenden Substanzenv 

5» Arzneimittel nach Anspruch 1, gekennzelchnet durch 
elnen Gehalt an Peroxydbildnern, Immunotoxinen oder 
spezlfischen Cytoistatlka, die in Liposomen und/oder 
Erythrozyten enkapsullert slnd, nelche an der 
Liposomoberriache monoklonale oder praabsorblerte 
Heteroantikorper gegen Tumorantlgene (TSTA, TATA) 
tragen. 



ORIGINAL INSPECTED 
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Die Erfindung betrifft Arzneimittel zur Behandlung von 
Tumorerkrankungen. ZahlreicKe Forschungsarbeiten in 
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verschledenen Landern beschaftigen sich mit don fiir die 
Tumor- und Metastasenveriinderung verantwortlichen 
immunologischen Kontrol J mechanismen und haben bereits 
jetzt vie! zum beaseren Verstandnis boigctragen. 
Danach kommt den Makrophagen eine zentrale Bedoutung 
bel der Erkennung und selektiven Abtbtung von Tumorzellen 
2u. Die uberwiegend sessilen Makrophagen gehoren zu 
den Phagozyten, also dcnjenigen Zellen. die Gewebe trummer. 
Fremdkorper, Mikrobien und andere Zellen aufnehmen und • 
verdauen, die ambboid beweglichen Makrophagen zeichnen 
sich durch einen groOen spindelf brmigen Zellkern mit 
zahlreichen Vakuolen aus. Es hat sich nun herausgestel 1 t . 
daB in zwei kritischen Phasen der Tumorentstehung und 
-entwicklung, namlich in der kritischen Friihphase der 
Erstetablierung von spontan oder induziert transf ormierten 
£inzelzellen und in der zweiten kritischen Phase der 
Metastasenblldung nach Dissipation und Ansicdlung der 
Primartumorzellen in Sekundarorganen die Aktivierung der 
fiir die naturJiche Immunabwehr gleichfalls verantwortlichen 
NK-,NC- und K-Leukozyten nur uber aktivierte Makrophagen 
verlauft bzw. nur in deren Anwesenheit f unktioniert . Nach 
einigen Untersuchungen aollen selbst bei der spezifischen 
Cytotoxicitat der T-Lymphozyten Makrophagen beteiligt sein, 
dies fiihrt zu einer Erhbhung der Immunogenitat durch 
Umwandlung der Antigene zu sogenannten Superantlgenen. 
Vorbedingung fur die unspezif ische Tumorizidltat der 
Makrophagen, die genau zwischen transf ormierten und normalen 
Zellen in syn- , alio- und gar xenogencn Systemon unter- 
scheiden kbnnen und keine Resistcnz. die sonst regelmafiig 
bex Cystostatika und Be.strnhlung beobachtet wird, auslbsen, 
iat deren Aktivierung; nicht aktivierte Makrophagen sind 
meffektiv. Nach -spezif ischer oder unspezif ischer Stimulicru' 
vrerden Makrophagen selcktiv tumorlzid. Diese Eigenschaft 
ist so nusgepragt, dafl bisher noch keine Tumorzel 1 subpopu- 
lotionen beobachtet wordon sind, die don aktlviorU-n 
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Makrophagen gegeniiber Resistenz entwickeln wiirden, im 
Gegensatz zu der regelmaBig beobachteten Resistenz einiger 
weniger Tumorzell clones gegeniiber alien Cytostatika 
und Destrahlung. Dieser Umstand ist deshalb von 
besonderer Bedeutungt da man heute vreiA, daB jeder 
Tumor aus elncr groBen Anzahl von Subpopulationen 
besteht, die sich im Phanotyp, Karyotyp, Rezeptoran- 
wesenheit , Immunogenitat , Antigenstruktur , Metastasen** 
neigung und Ansprechbarkeit auf Cytostatika und 
Bestrahlung unterscheiden. Durch die Resistenz der 
Subpopulationen kbnnen Tumore spater zu Rezidiven 
fiihren. Durch die selektive Abtiitung der nicht 
resistenten Tumorzell cones gewinnen die resistenten 
Tumorzellen sogar einen Selektionsvorteil - Dies vrird 
besonders plausibel, wenn man die Erkenntnisse amerikaniscl 
Forscher ins Auge f aftt , wonach Subpopulationen innerhalb 
dcs Primartumors eine grofle phanotypische Diversitat 
entwickeln, sobald sie aus dem Tumorzusammenhang , wie 
z.B. bei Vcrsuchen in Form der Monoklonierung mit 
anschlieftender Koloniebildung , befreit werden. Die Zellen 
unterliegen danach im Tumorgewebe einer gegenseitigen 
Kontrolle. Wie Forschungen in Israel Testgestellt haben, 
kontrolliert der Primartumor auch die Metastasen, die nach 
Entfernung des Primartumors "explodieren" konnen. Auch 
im Tierversuch zeigt sich, daB eine niedrige Zahl von 
Tumorzellen zwar zu kleinerem Tumor fiihrt*, die Metastasien 
jedoch ausgepragter sein kann- Da die Aktivierung von 
NK-Zellen, die in erster Llnie fiir die Verhinderung des 
Angohons von den orsten t ransf ormi crt on Zellen und spater 
von <lon dissemin j ert en Tumorzellen in den Pramikrometa- 
stasen verant wort 1 i ch gemacht werden, iiber die Makrophagen- 
aktivierung vorliiuft, ergibt sich daraus die zentrale 
Rolle der Makrophagen bei der Dekampfung von Tumorzellen. 
Es ist auch bereits bekannt , daB die Makrophagonaktivierunj 
eine direkte Funktion der Immunst imul atorzuganglichkeit 
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1st, wie am Bcisplel dor immunpotehzlerenden syntheti schen 
Polyanionen oder am Bcisplel von bakteriellen 
Lipopolysacharlden gezelgt werden konnte. 

Der vorliegenden Erflndung liegt daher die Aufgabe 
zugrunde, die Zugangllchkelt von Immunstimulatien 
Oder Cytotoxlka zu verbessern. Zur Losung dleser Aufgabe 
werden Arznelnittel vorgeschlagen , die dadurch gekennzeichr 
sind, dali sie elnen Gehalt an In Llposomen und/oder 
Erythrozyten enkapsulierten Immunstimulantien oder 
Cytotoxlka aufweisen, wobel die Tranport-Llposomen bzw. 
-Erythrozyten Ire Falle der Cytotoxlka an der Oberflache 
mlt assozllerten oder kovalent gebundenen tumorspezl- 
flschen Immunglobul Inen beladen seln miissen. Die 
Llposomen sind diskrete Zollpartlkel, die im vresentlichen 
aus Ptiopholipiden bestehen und in multilamellarer Form 
vorllegen. Die Llposomen werden. In erster Llnle durch 
Makrophagen phagozytlert bel der sogenannten "clearance" 
der Llposomen aus der Dlutbahn. Nach der Phagocytose 
werden die in den Llposomen enthaltenen Verblndungen 
iiber Phagolysosomen in das Cytoplasms Internasiliert . 
Wle man berelts von Untersuchungen mlt Llposom-enkapsullert 
Muramyl-Dlpeptiden oder MAP (makrophagen-aktlvierender 
Faktor her welli, Uben diese Imraunstimullerenden Substanzen 
schon in einer Kpnzentratlon , die nur l/5oo bis 1/20.000 
der Dosierung der gleithen Substanz im liposomfrelen 
System betrogt , auf die Makrophagen eine starke 
stimulierende Wirkung aus. Die Llposomen lassen slch nach 
dem In Cancer Research 39, 881 pp 1979 beschriebenen 
Verfahren mlt verschiedenen Verblndungen beladen, wobel 
im vorliegenden Fall Immunstimulantien oder Cytotoxlka 
angesetzt werden. Anstelle der Llposomen kSnnen auch autolo 
homologe heterologe, gogebenenfalls vorbchandelte 
Erythrozyten, gut phagocytlerbare , inaktivierte Bakterien- 
stamme odpr auch homo- oder heterologe Makrophagen, die 
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zuvor In-vitro die Immunstimulator-enthaltenden Erythrozyten 
internalisiert hatten, eingesetzt werden. Auf diese Weise 
lassen sich die Immunstimulatoren in hoher Konzentration 
und gezielt an die Zielzellen und die korpereigencn 
Makrophagen weitergeben. 

J . Als tumorspezifische Immunstimul ant ien eijgnen sich 
erf indunff sgemafl : 

1,1. Membranfragmente und/oder Membranextrakte von 

Metastasenzellen 

1^2. Membranfragmente und/oder Membranextrakte 

von in ihrer Oberf lachenstruktur gezielt 
veranderten Primartumor- und Metastasenzellen 
wobei die Ausgangstumorzellen mit heterophil en 
Antikorpern voropsonisiert sein kbnnen. 

Die gezieltc Membran- (Zell oberf lachen- ) 
Veranderung kann durch nachfolgende Behandlungs- 
arten verwirklicht werden: 
1.2.1. Behandlung der Turoorzellen mit Lektinen und 

Protektinen 

1.2.1.1. mit concanavalin A (Con A), welches spezifisch 
die dL -D-Gl uco.se und .s-D-Mannose-Saccharidengrupper 
an der Zellobcrf lache bindet 

1.2.1.2. mit WGA (Agglutinin aus Weizenkeimlingen) , welches 
fiir die endstandigen N-Acetyl-D-Giucosamingruppen 
spezifisch i st 

1.2.1.3. mit SBA (Agglutinin aus Sojabohnen), das mit den 
N-Acetyl -D-QJ ac tosamin-Endgruppen spezifisch 
reagicrt 

1.2.1.'l. mit dem Agglutinin aus Ricinus communis, welches 
spezifisch die D-Gnlnctosc- und L-Arabinosc- 
Endgruppen bindet • 
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Weitere intcressante Pf 1 anzcna j^j^l utinine slnd 
noch Extrakte aus Lotus t ctragonol obus , . 
PhaseoJus limcnsis, Dolichos biflorus, 
Limabohn en ( PHA ) Phytolacca americana* 
Laburnum alplnum, Vicia cracca , Sophora 
japonica, solanum tuberosum, Sarnbucus nigra, 
Narasmius oreades u • a • 

Auch. protcolytisch teilgespaltene Lektine, 
die ihre Spezifitat beihehalten haben, sind 
interessant, weil sio die Kbntaktinhibition 
restaurieren und die Oberflache von Tumorzellen 
immunogener gestalten konnen. Sehr interessante 
Gruppe St ell en. auch die Protektine dar. Zu 
diesen tierischen Agglutininen gchoren Extrakte 
aus Helix pomatia, Helix hortensis, Otala 
lactea, Salmo salar^ Salmo irideus etc, 

Behandlung der Tumorzellen (Primartumor- und 
Metastasenzellen ) durch Enzyme , die die Ober- 
f lachengruppen abspal ten 

mit RDE (-"receptor destroying enzyme", 

Neuraminidase, sialidase): Abspaltung der 

en^tandigen Neuraminsaure-Einheiten 

mit spez. Glycosidasen (j^ und Q-Glycosidasen) : 

Abspaltung endstandiger Saccharideinheiten 

mit spez. Glycosaminidasen (Nucopolysaccharidasen 

Abspaltung ©ndstandiger Glycosamine bzw. Ober- 

f 1 achcnmucopolysaccharide 

mit proteolytischen Enzymen (pronase, Papain u. 
Trypsin): Abspaltung von Mucoprot eidcn u. 
Lipoproteiden der Zcllobcrf lache 
evll.leichtc Behandlung mit El ast ( in )ase , 
Collagcnnsc, Phosphatase u. RNasc. 
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Behandlung der Tumorzellen mit Perjodat 
Vorsichtige Vorbehandlung der Lyophilisierten 
Tumorzellen durch lipoide Losungsmittel 
Behandlung der Tumorzellen mit lodoacetat 
Oder lodoacetamid oder N-Athylmaleimid , 
die alle mit den Sulfhydrygruppen reagieren 
Behandlung der Tumorzellen mit Dinitrophenyl- 
aminocaproat oder TNBS ( 2 , 4 , 6-Trinitrobenzyl - 
sulfonaaure) 

Behandlung der Tumorzellen mit (DNCB) 
(Dinitrochlorbenzol) oder DNBB (Dinitro- 
brombenzol ) 

Behandlung der Tumorzellen mit Formaldehyd- 
Losung Oder Guanidin/Harnstof f . 
Die milde Behandlung der Tumorzellen mit 
Formalin ist deshalb von besonderem Interesse 
da, wie bei Dipht erie-Toxoid , die immunologisi 
Spezifitat nach der Behandlung der Zellen 
nicht vcrlorcn geht und man von einem 
weiteren Vorteil profitieren konnte, namlich 
der Tatsache, daB Antisieren gegen ein mit 
Formaldehyd behandeltes Protein Kreuzreaktivi 
mit anderen f ormaldehydbehandelten Proteinen 
(Zellen) eingehen, se bst wenn zwischen den 
nativen Formen der Proteinzel len keine 
Kreuzreaktivitat besteht. Die letztgenannte 
Eigenschaft formal inbehandeltcr Zel Iproteine 
durfte nur ein Sonderfall einer al 1 gemeineren 
Beobachtung sein, wonach donaturierte Protein 
sehr oft immunol ogische Kreuzreaktivitat auf- 
weisen . Diese Eigenschaft formal inbehandelt er 
Tumorzell-Oberf lachenproteine konnte eine 
wichtige RoUe bei dor angostrebten Durch- 
brrrhung der "smal 1 -dosc"-Paralyse gegeniiber 
Tumor-, sjicziell Met astasonzel 1 en spiclen. 
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Behandlung der Tumorzellen mil Glutardial dehyd 
DehQnd3ung der Tumorzellen mit Picrylchl orid 
Behandlung drr Tumorzellen mit einigen Farbatorfr 
die rait Protoinen (der Zell oberf lache ) stabile 
Verbindungen eingehen, zum Deispiel: 
Coomassie R~25o; Amjdoschwarz JoD; Nigrosin; 
Dibromotrisulfofluorescein; Procion Brilliant 
Blue RS; Fast Green (F.C.F,, Food Green 3); 
Xylene Brilliant Cyanine G (Coomassie Brilliant 
BlueG 250) Red W und FDNB 

Kovalente Bindung von Proteinen (flags") und 
kontrolliert synthetisierten Polypeptiden an 
Primartumor- und bevorzugt an Metastasenzell- 
oberf lachenstrukturen zvrecks Immunogenitat s- 
steigerung. 

Synthetische Polypeptide konnen linear oder 
verzweigt sein, z,B. in Form eines Haupt stranges 
mit Seitcnketten, Sie konnen aus einer einzigen 
Aminosaureart aufgebaut sein, z.B. als 
Poly-d, 1-Alanin oder Polytyrosin oder auch 
aus 2 Oder 3 verschiedenen Aminosauren kombiniert 
Werden diese Ketten als Haptene an Antigene 
angehangt, so konnen sie die Immungenitat des 
Trager-Antigens giinstig oder ungunstig 
beeinflussen, Poly-d a-Alanin als Hapten setzt 
die Immunogjenitat des Tragers herab* Polytyrosin- 
ketten steigern die Immunogenitat des Trager- 
antigens und konnen sogar Gelatine imraunogen 
machen. Im allgcmeinen stcigcrt Verschiedenheit 
der Aminosauren eines synthetischcn Antigens 
seine Immunogenitat. Wcsentliche Anf orderungen 
an ein solches Ant igenmolekiil sind eine stabile 
Grundstruktur , eine nicht zu hohe elektrische 
Ladung und Position der imraunogen vrichtigen 
Tyrosine an den expo.nierten Stellen der Seitenkett 
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Die Kov«^2ente Bindung von immunogenitats- 
steigernden Proteinen an die Tuxnorzell- 
oberflache kann mit Hilfe der speziell 
in der Af f initatschromatographie vielfach 
erprobten Techniken wie EDAC, BrCN, 
N-Hydroxysuccinimid-Ester und BDB (Bis-diazo- 
benzidin) erf ol gen. 

Eine weitcre Moglichkeit besteht in der 
Kopplung iiber hexaazotiertes Pararosanilin. 
1 .2.1 3. DielmmunogGnitat konnte gesteigert und die 

"low-.zone"/"low-zone'V' small -dose" Toleranz 
durchbrochen werden, wenn Primartumor- und 
vorzugsweise Metastasenzel 1 en mit Myelomzellen 
hybrldisiert und Zel Imembranf ragmente und 
-extrakte so gebildeter Hybridome als Liposom- 
Enkapsulatc injiziert werden. 
Man weift von den Versuchen mit den (nicht- 
enkapsuliertcn) Interspezies-Hybridorazcllen her. 
daft diese Hybridome nach der Inokulierung 
zum Untcrschied zu den urspriingl ichen Tumor- 
zellen nicht angchen, weil sie wegen der homoloj 
Oder heterologen Hi stokompatibilitat santigene 
an der Zel loborf lache immunologisch abgestossen 
werden. -Dies ist ein wichtiger Gesicht spunkt 
bei den Uberl egungen zur Durchbrechung der 
oben erwahnten " 1 ow- zone "/"small -dose"-Tol eranz 
also der Paralyse des Immunapparat es in 2 kriti. 
Abscbnitten dor Tumorentwickl ung , in der Friihpb 
der Etablierung crster transformiert er Zellen 
und in dor 2. aufierst kriti. scben Phase der 
Etabl i i-r ung di sscminicrter Mctastnsenzellen 
in Kol onion ( Priinii kromctnst nscn ) , wodurch ein 
kurnbler Primartumor zum inkurablen Mctastasen- 
begleiteton Tumor wird*. Die Tatsachc, dafi disse 
minierte Tumorzellcn als gut zuganglichc Einzel 
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und Mikroaggrogate in rier Dlutbnhn dor ' 
immunologischen Surveillance cntgehen kcinnen, 
l^Bt sich kaura anders als durch die erwahnte 
"low-2one»'/"small^dose"-Para2y8G deuten. 
AusschJaggobend durfte hierbei das ".shedding" 
der(Turnor (neo) antigene) (TATA,TSTA) in die 
Blutbahn sein, d.h. das persi st i crende , gJeich- 
maftige Ausscheiden von geringen Mengen (schwachcr) 
tmmunogene, der labilen und spe2iiell in Form von 
Immunkomplexcn leicht von der Tumorzellmembran 
ablosbaren Tumorantigene. 

Der erfindungsgemaBe Vorschlag, durch gezielte 
Veranderung der Tumorzelloberf lache , sei es durch 
kontrolJierte enzymatlsche oder chcmische Behandlun 
bzw, kovalente Kopplung von imraunogenitatssteigernd 
Proteinen und synthetischen Polypeptiden , sei es 
durch Hybridisierung (interspezies-Zellhybride ) , 
die Kreuzreaktivitiit zu erhc.hen und durch diese 
Xenogenisation "sch] af ende" , inaktive Clones der 
kleinen Lympho2yten( "memory cells") zur Proliferate 
und zellvermittolter Zytotoxizit a t anzuregen, crhal 
Starke Impulse in neuesten Erkenntnissen der 
Immungenetik, wonach,. vfie am Model 1 des 3-LL-Tumors 
gezeigt, inokulierte Tumorzellen nur in jenen 
Mausestammen zur Metastasierung befahigt waren, 
die eineh identischen H-2**-Haplotyp aufwiesen. 
So geringc Unterschiede wie beispiclswelse 
Diffcrcnzrn im 11-2^, h-zl, IU2^ oder H-2®.Haplotyp 
des MHC der Mausestf mme reichtcn aus , um das 
Angehen der Mctastasen zu verhindern. 
Als unspczifische Immunst imulantien cignen sich 
erfindungsgcmaft Liposom- und Erythrozytcn-En- 
kapsulate von : 

Interferon (z.IU Recombinant Interferon A, 
gcncrell: f ibroepi thell es Icukozitares und 
immuninduzicrtos, d.h. <5urch Antigen- und/oder 
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Mitogen-Kontakt induziertes Interferon) 
2.2. Interferon-Inducers 

2,2.1, Polyribonucleotide ( stabilisiert mlt CM-Zellulose 
und Polylysin) 

2.2. 1 . 1 . Einstranghomopolymnre poly rl. 

2.2.1 .2. Doppelatranghomopolymere poly rI:rC 

poly rA:rU 

2»2.1.3.Alternierende Copolymere: poly rI:rC/poly rA:rU 
2.2. 1.4 Homopolymere-Copolyraere : poly rI:poly rC:rG 
2.2.2« Polydesoxyribonucleotide (stabilisiert m. 
CN-Zellulose und Polylsin) 

2«2.2«1 Homopolymere .poly dA:dT 

2.2.2.2 Polydesoxyribonucleotid-Analoge poly sIisC 

(Thlophosphat an Stelle 
von Pbosphat 

2.2.3, Polyrlbonucl€»otld-Aggregato poly rI:rC/DEAE- 

Dextran 

poly rI:rC/poly-L- 
Lysin 

(Die Bindung an poly* 
L-Lysin erhoht die 
Stabilitat) 

2 • 2 • 4 • Nledermolekulare Interferon-Inducers 

Tllorone (Bis-diathylamino-athylf luorenon) , 
kationische Parbstoffe vrie Acridin und Quinacrin, 
Propan-diaroin, Mercaptoalkylamine , BL-*2o8o3t 
MA-56,AET.U-25/l66, PMA ( =Phorbol-Myris tat-Acetat ) , 
Cimetidine • 

2.2.5. Andere Iramunost imulatoren , die z^T. uber Interferon- 
Induktion der Immunabwehr steigern, sind 

2.2.3.1 Bakterien und ihre Extrakte ( Lipopolysaccharide , 
Lipid A, Endotoxine, Toxoide) 
BCG, Brucella abortus, Brucella melitensis, 
Corynebacterium parvum, Haemophilus influenzae, 
Klebsiella aerogenes. Listeria monocytogenes u.a. 
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2.2.5-2. Lektine und Protektine, z.T. proteolytisch 

vorgespalten Concanavalin A, WCA , SUA, PIIA , PNA , 
Phytohamagglutinine (Lektine) aus Phaseolus 
limensis, Lotus tetragonolobus , Dolichos 
biflorus, Phytolacca americana etc. sowie 
Protaktine aus Helix hortensis. Helix pomatia, 
Otala lactea, Salmo salar^ Sal mo irideus etc. 

Von besonderem Vorteil sind Kombinatlonen 
I von 2.2.3.1. und 2. 2. 3. 2. z.B. von BCG und 

Con A sowle von 2.2.3.2. .und Neuraniinidase- 
vorbehandelten 2.2.3.1. z-B. PNA (=peanut 
agglutinin) und Neuramlnidasevorbehandelten 
BCG. Der Effekt kann durch gleichzeitige 
Injizierung von unveriinderten oder in Ihrer Ober- 
flachenstruktur gezielt veranderten (Priraartumor- 
oder Metastasen-) Zellen noch verstarkt werden. 
Interessant sind auch basische Polymere (Polylsin, 
Protaminsulfat ) • An Stelle von BCG kann der 
Methanol-Extrakt aus BCG (MER) oder die gereinigte 
aktive Substanz aus. BCG (MDP, Muramyl-Dipeptid) 
verwendet warden. 
2.2.5. 3* Planzenextrakte Lentinan und Pachymaran bzvr. 
Carboxymethyl-Pachymaran 

2.2.5.4. KLH (Keyhole-limpet-hemocyanin, Leatil, 
Levamisol, Zymosan, TNP-KLH (Trinitrophenyl- 
Keyhole-limpet-hemocyanin) 

2.2.5.5. Statolon, Pyran-copolymere (Maleinsaure- 
Divinylather^Copolymere), COAM (n.Claes.) 
Levan, Triton WR I339 

2.2.5.6. Thymus-Hormon (Thyraus-Extrakt ) 

2.2. 5. 7. 13-cis-Retinoid, wasserlbsliche Selen- 
Verbindungen (z.B. Na-Selenit) und 11-Salze 
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2.2.5.8. Oxazolone (ein T-Zell-St imulator ) 

2.2.3.9. Ca^CPO^)^, BeSO^, Vit . A/Bentoni t 

2.2. 3.1o.. Hiu I IT, Wax C, US-behandel te Bakterien 

3. Zur direkten oder indirekten Unterstiitzung der 

aktiven Phagoxytose empfiehlt sich erf indungsgematX 
die Liposom-Enkapsul ierung von: 

3.1. Prostaglandin* Inhibitor en ( Indomethaxin , Aspirin) 

3.2. Inhibitoren der Enzyme Superoxid-Dismutase und 
Katalase. 

Eine ahnliche Wlrkung kiSnnte der lokale Entzug 
von Ascorbinsaure t Glutathion und Vitamin E 
als Elektronen-Akzeptoren haben. 

Vorteilhaft ist die Enkapsulierung von Peroxydase, 

weiterhin von Peroxid ( Persulf at=Persulf at=s 

Peroxodisulfat ,Hypohalid ) , allein oder mit 

Halid kombiniert, sowie von Katalase-Inhibi tor 

Aminotriazol , mit dem Ziele, den vora Makrophagen 

ausgehenden turaoriziden Effekt uber H-0 zu 

unterstiitzen bzw. zu starken. Interessant in dieser 

Beziehung sind neueste Forschungsergebnisse , nach 

denen das H^O^ reduzierende und hiermit inaktivierende 

Glutathion die Tumorzelle vor Zellyse durch den 

Makrophagen schiitzt und durch Unterbindung der 

Glutathionnachbildung mittels DCNU-vermittel ter 

spezifischer Hemmung des beteiligten Enzyms 

GIutathion-Reduktase dieser protektive Effekt 

rvickgangig gemacht werden kann. 

3.3- Dibutyryl-CAMP , lonophor A 23 18? und Mitogene 

(allgemein ) , die uber die Regulierung des 

2 + 

int razcl lularen Ca** die Lymphozyt enprol if eration 
stimulieren. 

Da die Mitogen-stimulierte Lymphozytentrans- 
formation* die die eigentliche Mobilisierung der 
kleinon Lymphozyten ("memory cells") einleitet, 
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nur In Anwnsenhcit von ( ext.ay;*! I 1 u I .ii-.-n ) C.y* *^ - Inuon 
erfolgen knnn und die Mltogene de Ca^^-Influx In di- 
Lymphozyten induzieren, und da dlesor Ca**-Influx 
durch Dibutyryl-cGMP beachleunlst (und durch 
Dibutyryl-cAMP inhibicrt) wird, ist eine Liposom- 
Enkapsulierung von Dibutyryl-cGMP ala eino dor 
Moglichkeiten zur Anrogung der Lyraphozyten zur 
Proliferation in Detracht zu ziehen. Eine weitore 
Moglichkeit ergibt sich durch die Enkapsul ierung von 
lonophor A 23187. welches die Lymphozyten- 
proLiferation fordert. 

Da nach den modernen Theorien die Phagozytose , Exotyzos 
und die Lysoaom-Phagosom-Fuaion durch die intrazellulare 
Ca -Konzentration uberwacht werden, indem die 
merabranverinittelten Signale uber Ca**-Influx bzw. 
Mobiliaierung intrazel lularer Ca**-Depot3 den 
basalen Ca**-Spiegel kurzaeitig von lo'^M auf 
lo -lo M anheben und hierdurch daa Funktionieren 
dea intrazellularen Actin/Myosin-Mochaniamua im 
Mikrofilament- und Mikrotubulua-Syatem (Cytoskeleton ) 
ermoglichen, kann ein Tranaport von Ca**-Ionen 
(z.B- ais CaCl^, in Liposomen enkapsuliert ) 
durch die Zellmembran unter Umgehung der Merabran- 
ionenaperre zur Makrophagenatimulierung fuhren, wobei 
durch die Wahl- einer gunatigen Ca**-Depotf orm der 
Bffekt protrahiert werden kann. Die Wirkung 
dea oben erwShnten lonophors A23187 dUrfte auf die 
Mobiliaierung dea intrazellularen Ca**-Depota 
zurUckgehen; intereaaanterwoiae kiSnnen bereita 
extrem niedrige Konzentrationen dea ervrahnten 
lonophora (lo'^) die Zelle (z.B. den Makrophagen) 
weitgehend unabh.Wngig von extrazellularen Ca** und 
Mg machen. 

Da Substanzen mit Affinitat fur hydrophobe Regionen 
der Makrophagenmembran dieaelbe permeabler fur 
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(zweiwertige) lonen roaohon, kann es von Vorteil sein, 
die Liposom-Oberflacho rait Proteinen, reich an nicht- 
polaren Seitenketten oder solchen, die durch spezielle 
Forraen der Denaturierung stark hydrophoben Charakter 
erhalten haben, zu beladen. 

3./|. Da bei Tummjression niedrige und bei Tumorregression 

hohe CAMP-Spiegel gefunden wurdeti und da man eine 
CAMP-CGMP-Regulierung der Zellprolif eration annimmt , 
kann eine lokale ( intrazellulare) Stinailierung der 
Adenylcyclase einen tumorheramenden Effekt haben, daher 
Liposom-Enkapaulierung von Theophyllin, Caffein, 
Catecholaminen (incl .Epinephrin.Norepinephrin und 
Isoproterenol) und anderen cAMP-Stimulatoren (die 
erstgenannten zwei Methylxanthine erhbhen den cAMP- 
Spiegel uber die Phosphodieaterase-Hemmung . die Catecholamine 
dagegen uber die Adenyl-Cyclase-Stimulierung, oder direkte 
cAMP-Enkapsulierung. 

3.5. Liposom-Enkapsulierung von Thioglykol lat (Makrophagen- 

Aktivator ) . 

k. Erfindutigsgemafte Stiraulierung der Liposom-Phagozytose 

("Liposom-Clearance") bzw. der Liposom-Membran-Fusion 
durch: 

k.l. Polyathylenglybol (PAG=PEG) 

PEG verstarkt die Ag/Ak( Antigen/ Ant Ikorper ) - 

Reaktion. Dieser Umstand ist insbesondere deshalb 
interessant. da das PEG (in einer rel. hohcn Konzentration 
von ko%) bei der Zellfusion (Zellhybridierung) nach Kbhler 
und Mil stein elngesetzt wird. 

Mit PEG kombinierte Liposomen kbnnen zu einor erleichterten 
Phagozytosc und hierroit Int ernalisierung des Liposomen- 
gehalts in phagozytierenden Zellen AnlaB geben. Die 
optimal e Konzentration und Polymorisationsgrad (Molgewicht) 
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des PEG raUnten empirisch herausgcfunden worden 
(Orientierungavrert:4?i-igc P£G-L6suns, MG 6000). 
Eine 'iTi-ige PEG-Losung. beschleunigt wosentlich 
die Ag/Ak-Reaktion und verkiirzt die bcnotigte 
Inkubat ionsdauer . 

Eine 12,5%ige PEG-Losung prazipitiert selektiv 

die an Antikorper gebundcnen kurzkettigen Proteine 

und Peptide bei horoogoncr ( ••solublerphase" )RIA. 

Polyvinylpyrrolidon 

Po 1 yvinyl a Ikoho 1 

Polyvinylacetat 

Hydroxyathyl Starke 

Dextran, DextransuLf at , Polysucrose , 
Dextran (poV) phosphat ind Phtalsaure-Ester 
Dextran (z.D, als '*?Sigo Liisung) und Poly- 
sucrose (z.D, als l'l9S-ige Losung) erhohen die 
Rosettenbildung (Dindung von SRBC and T-Lympho- 
zyten) ; es vrerden auch bei minimaler SRBC-Beladung 
(Opsonisierung) mit Immunglobulinen Rosetten 
gebildet und die Empraindlichkeit ges teiger t , 
Von der hamatologisch-*immunologischen Arbeit 
her kennt man die gute Vertraglichkeit der unter 
3.6. aufgefuhrten Substanzen- 

Bekanntlich wird Dextran zur Leukozyt ensedimentierung 
und als Blutexpander verwendet. 

PhtaLsaure-Ester vrerden zur Gradlentenzentrif ugat ion 
der Zellen verwendet. 

Geringer Zusatz (bei lokaler Anwendung) von 
Ammonsuifat 

Ammonsulfat erleichert den Ag/Ak-Kontakt 
Cholesterol 

Das freie und das (an der C^*-IIydroxylgruppe ) 
veresterte Cholesterol konnen einen wichtigen 



Einflufi auf die Inkorporat ion von Liposowon 
ausiiben. Ea solltc in Mul t i 3 nmel larvesikeln 
integriert werden ( Choi est erol-haltise Liposom- 
veaikeln). Interessant ware seine Wirkung aur 
Fusion und Phagozytosc unt erachieda ich aufge- 
bauter Liposome in Anwcsenheit auch von PEG 
Oder DMSO/Glycerin/Glycerin-monooleat. 
Die Komplcment-Bindung bei der Cytolyse durch 
T-Lymphozyten erfolgt nur, wenn der Mcmbrangehalt 
an freiera Cholesterol 35 Molprozente uberschreitet , 
wahrend die Antikorper-Dindung unabhangig vom 
Choi esterolgehal t der Zcmmmcinbran erfolgt. 
AET: Auch AET erhoht die Empf indlichkei t der 
Ag/Ak-Reaktion und kann mit Liposomen kombinierti 
die Phag02yt0.sc und Internal isi erung des 
Liposom-onkapsu] ierten Materials beschl eunigen . 
Geringer Zusatz von Ag/Ak-Xontakt erhdhenden 
Suhstanznn* 

Aus der Immunchemie stammt die Erfahrung, dafi die 
Ag/Ak-Reaktion (Prazipi tat-Linie , Halo-Lini e durch 
Formaldehyd (lo%ige Lbsung) , Tannin (l?i-ige Losung), 
ft-Naphtoquinon-'i-su.lfonat u. Ninhydrin (je l?oig) 
intensivicrt wird. 

Goringcr Zusatz von Zol Imembranpcrmeabilitat steigender 
Substanzen DMSO und Glycerin erhbhen die Zellmem- 
branpermcabil itat . Doide sind gute kryoprot ektive 
Mittol. Eigene 
krynhi ol ogi schc Un t oj suchungon habcn gczeigt, dafl 
auch lias ohon bc» s pr oc h ono PEG au.sp:ozci chne t e 
iryoprcit okt ivo Ei gfn.scJjn ft on beaftzt • 
GorinK«r Zu.satz von somipolarcn Verbindungcn 
(Acct.imid, Foi'rnami d ) . 

Wngcn des halbi>olarpn Charakters, der zwischen 
lipophobon und lipophilcn Boroichen vermitteln kann, 



sinci* AcotamiH und Form.imif! Im Zusammfulian «^ 
mit der Lipoaom-Forschung von Intnrcs.sso . 
'».13* Geringnr Zxisatz von ( a ) ka t ionischon ( b ) 

anioni.schon und (c) nicht ioni3ch(?Ji Tonsiflrn. 
Spuren von Ton.sidon (oborf liichonaUt Ivon 
Substanzcn) aind wogen ihror starkcn Occ inf I ussunt: 
der Zellraembran und ihrer Rigiditat von zGntralen 
Interesse bci dcra Studium der Liposom-ZeLlmembran- 
Interaktion. 

Besonders intersssant sind dabei Vcrbindungen , 
bei denen baaische Gruppen mit Langen nl iphatischen 
Ketten (mit 12 oder mehr C-Atomen) kombiniort sintl, 
da imtnunologiachc Unt orauchungen gezcigt habcn, 
dafi Verbindungcn diescn Typa wie quatci'nare 
Araraoniumverbindungnn, substituierte Gunnitlinc und 
Benzamidinc eino klare adjuvante Wirkung auTwciscn.. 
Diescr Ad juvansoCf ekt wird mit der Fohiskcit in 
Zusammenhang gebracht, Ze 1 Imcmbranen aktiv zu 
beeinflusscn. Tatsachlich wci(^ man von vieLen 
Adjuvantien, daft sic in der Lage sind, Lysosomen 
in amoboidcn Makrophagcn aufzuloscn vrie von 
Saponin, Vitamin A, Endotoxin. 
'4.13.1 Beispiele kationischcr ober f lachenakt i ver 

Subatfinzen sind Benzyldimethy 1-aIky lammonium- 
chlorid (Hyamine- 35oo , Denza Ikoniumch 1 orid ) ; 
Benzyl diisobbutylphenoxyathoxy dime thyl - 
Ammoniumchlor id ( Benzethoniumchlorid , Hyaminc 
1622, Phemerol); Ce tyl trime thylammoniumbromid 
(CTAB , Hexadccyl- trime thylammoniumbromid) ; 
N-Benzyl-N, >r-dimethy l-N- ( 'l- 1 , 1,3. 3-t e trame thylbuty 1 ) - 
p&cnoxyi^thyl)-ammoniumch Lorid ; N-Benzyl-N , N- 
diraethyl-N-('i-{l,l,3,3-tctramethylbutyl )- 
tolyloxya thoxyathyl ) --ammoniumchlorid 
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Heispiele anionidcher oberf liichenaktlver 
Substanzen sind Outan-l-sulfonsaure-Na-Snlz ; 
Dodecan-l-sulfonsaure-Na-Salz; Hexadecan-1- 
sulfo'nsaure-Na-Salz ; Octadecan-l-sulf onsaure- 
Na-Salz ; Tetradecan-l-sulf onsaure-Na-Sal z ; 
Schwef elsauredecylester-Na-Salz; Schwef el- 
saureoc tylester-Na-Salz ; Schwefelsaureoctade- 
cylester-Na-Salz 
^.13.3. Beispiele teil- oder nichtionischer oberflachen- 

aktiver Substanzen: Nonylphenolpolyathylenglycol- 
ather ; Tetrapropyl enbenzol sulf onsauremethylester ; 
Octylphenolpolyathylenglycolather ; Polyathylen- 
glycolmonolauryla thor ; Polyathylenglykolmonosteary 1- 
ather; Polyathylenglykolmonostearat . 
Besonders interessant ist beim Liposom-Studium der 
kombinierte Zusatz von PEG und Polyathylenglycol- 
tnonolaur>£Lther (bzw. PEG und sein Monost earylather 
Oder PEG und sein Derivat Monostearat ) , d.h. die 
Kombinierung der Liposom-Phospholipide mit PEG und 
den aus PEG abgeleiteten nicht ionischen Tensiden. 
Tenside konnten mit Formamid und/oder Acetamid 
korabiniert vrerden- 

Liposom-Enkapsulierung bzw, Phosphatid (Phospholipid) 
beimischung zum System Mineralbl -Emulgierungsmittel 
Mannitol-Oleat oder Lanolin) im inkompletten oder 
kompletten (d.h. mit abgetbtoten Mykobaktorien 
voraehcnen) Freunds Adjuvans kbnnte den Adjuvans- 
effekt vrahrend der Makrophagensensibilisierung 
erhbhcn. Auch hier konnen PEG, AET, Tenside , speziell 
kationische und nicht ioniache in geringsten 
Dosierungen weitcre Vorteile mit sich bringen. 
Von besonderem Interesse sind auch quaternare 
(Ammonlum)basen . da sie schon allein als 

Adjuvantien wirken konnen. 
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^.15 Liposom-Bnkapsulierung bzw. Adsorption an 

kolloidale Suspension von Alumin iuinhydroxyd oder 
Aluminiumphosphat odcr Dcntonit/Montmoril lonit , 
in Kombination auch mit PEG, AET, Tcnsidon, 
Mineralol/Emul gator usw. sind ebenao von Vortcil- 

5. Erfindungsgemafle Veitercn twickl ung von mul t i 1 ame I I aron 

Liposom-Vesikeln 

5.1. Bel der Weiterentwicklung der Liposomen zwecks 

Erhohung der Interaktion i^iposom-Zellniembran und 
Erieichterung der Internalisierung des Liposom- 
inhaltes kommen auch Kombinationen der obenerwahnten 
Phosphoglyceride mit vreiteren Verbindungen in 
Betracht wie Phosphat tidylathanolamin (Cephalin) , 
Phosphatidyliriositol , DiphosphatidykgkycerQl 
(Cardiolipin) , Sphingosin ( 4-Sphingosin( 't-Spingenin) , 
Dihydrosphingosin (Sphinganin) , Phytosphingosin 
(4-Hydro3fcysphinganin) , , 8-Sphingadien , Sphingomyelin, 
Cerebrosid (Gluccocerebrosid , Galactocerebrosid und 
sein Sulfatester, das Sulfatid, Di- , Tri und 
Tetrahexosid, saurem Glycosphingol ipid (Gangliosid) 
u.a. Neben dem erwahnten Lysolecithin 
(Lysophosphatidylcholin) konnen noch andere 
Lysophosphoglyceride (z.B, Lysophosphat idylethanol- 
amin oder Lysophosphatidylserih) sovrie synthetische 
Produkte, die LPA, d.h. die Lysophospholipid-Analoga , 
vrie l-Octadecyl-glycero-3-phosphocholin^ l-Octadecyl- 
2-.methyl-glycero-3-phosphocholin, I-Stearyl-2-me thyl- 
glycerp-3-phosphocholin, Hcxadecylphosphorylcholin 
und l-OodecylpropandioI-3-phosphocholin bz\f. die 
ehtsprechenden Derivate (Analoga) des Ly^ophosphat- 
idylserins, des Lysophosphatt idylathanolamins und 
des Lysophosphatidytinositols eingesetzt vrerden. 

^* Gegebenenfalls konnen diese Verbindungen auch in 

Kombination mit Ga 1 1 ensaurcn , ( "Chylomicron"-Ef f ckt " ) 
sowie mit immobi 1 iziortcn Loktinon o<ior Protektinon, 
(7;.D.. ConA/Sepharoso ) Vorwondunj< find<»n. 
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Tumorseloktive Chcmo th»!rapie durch Enkapsu I ierung 
von cytotoxiachen Substanzen in Liposomen und 
Erythrpsiy ton , die an dor Oberflache mit tumor- 
spezifischpn Tmmun.^1 obul inen (in koval enter 
Bindung) beladcn sind. 

Neben der St imul ierunj^ der kbr pare igencn 
Immunabwehr durch beatimmte in Liposomen 
enkapsulierte Substanzen ergibt sich aber auch 
die Moglichkeit, die Liposomen zura Transport 
cytotoxischer SubstanzenCan die Tumorzielzelle ) , 
allein oder in Kombination mit Immuns timulantien , 
einzusetzen, urn eine selektive Abtotung der 
transformicrten Zellen bei weitgehender Verschonung 
von gesunden Gewebezellen zu erzielen, wobei die 
Liposomen an der Oberflache mit tumorspezif ischen 
Immunglobulinen beladcn sein raiisscn. 
•Durch Bindung starker Toxine wie Rizin, Abrin, 
Modeccin, Gelonin, Dipht erie-Toxin etc an die 
F (ab) g-Ft'agmente von Immunglobulinen ist es moglich 
Chimaren, sog. ''Immuno toxine" zu .synthetiHieren, die 
die Zielzcllen, z.B. die Tumorzellen, "auf zusuchen" 
und selektiv abtbten. Folgende dieser Immunotoxine 
hat man schon im Tierexperiment oder in der 
Gewebekultur erfolgreich getestet: 

Monoklonales IgM-Fragment gegcn das Thy 1,2-Antigen, 
kombiniert mit Rizin A; monoklonale Ant ikorperf rag- 
mente gegen 'ein kolorektales Tumorant igen , kombinierl 
mit Rizin A; antiidiotypische Antikbrper gegen 
Immunglobul ine eincs U-Zel l-Lymphoms , kombiniert 
mit Rizin A; IgG( F )ab ) ^-Ant iserum gegen L 121o 
Leukemieze 1 1 en , kombiniert mit Diphterie- A- Fragment 
und F(ab) ^-Antilymphozyten-Globul in , kombiniert 
mit Dlph tcrictoxin A. Mit Abrin, konjugiert mit 
Ant i-Thyl . 1 -F(ab)^ , konntc Lymphom der AKR-Miiusn 
erfolgreich gehei^t vrcrden. 
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Audi Vinblnstin, Daiinomyc in , ADH» Actincimycin D , 
Mettiothrcxat , 1 -fJ-0-Ai ab Inofuranosy Icy toain u.a . 
wurden als Liposom-Enkapsu 1 ate j^etestct unci 
brachten Vorteile ^^eKeiiuber dcr klassiscbon 
Verabreichungsform. 

Enkapsulierung von Cytotoxika/Cytostat ika - 
Erfindungsgemafi konncn dio bei "Immuno toxinen" 
aufgefiihrten Toxine sowie die bishor in Verbindun^j 
mit Liposomen nicht beschr iebonen Zytostatika dr>r 
allgetneinen Klassen Alkylantion ( Busu I f an=My 1 er an , 
Chlorambucil-Leukeran , Cyc lophosphamid=Endoxan= 
Cytoxan, DBM=Myelobron!al,HN2=Mustargen, Phenylalanine 
Mustard, ThioTEPA=TSPA .TEM) , Antimetabolite 
(Azacytidin,Cytosin-arabinosid=Ara-C=Cytosar, 5-FU=:5- 
Fluorouracil , 6-Mercaptopurin=6«MP=Purinethol , 
TTG-Thioguanin) , Mi tosc-InhibitorenC Vincrijitin-aul fat; 
Antibiotika (Mitomycin C, 01 eomycin » W- l6 ) 
sowie andore Zytostatika ( BCNU , CCNU, cis-Platinura (ll), 
Hydroxyurea, DTIC , Mitotan=o , p^DDD und Stathmokinet ika 
(Colcemide, Anguidin) als Liposoin - und/oder Erythroz.yt 
Enkapsulate cine tumorsclekt ive Chemotherapie mit 
rainiraalen Nebenwirkungen crmoglLchen. 
Kovalente Bindung der Liposome an HPD 
Das HPD(=Haematoporphyrin-Derivat ) wird laut 
neuester amerikan, Literatur selektiv an Tumorgewcbe 
gebunden, Man kann daher die Lir>osomcn (an Stelle 
der Ig) an HPD assoziieren bzw. kovalent binden 
und ala Transpor tmi tt cl fur Zyt^statika und Toxine 
anwendcn. 

Kovalente Bindung der Liposome an Hormone 
(bei hormonabhangigen Tumoren) 

Bei hormonabhangigen Tumoren vie Prostata- und 
Mamma^Tumoren ist eine kovalente Bindung 
(Konjugierung) von Liposom-Vesikeln an synthetiacho 
bzvf. halbsynthetlscho Hormone mogi ich , da die 
Hormonrezeptoren die Organsclektivitnt ermiig I i ch t on . 
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Kovalente Dindung er Liposome an Tumormarker 

Interessant iat auch eine Konjugierung von 
Liposom-Vosikeln an CEA,AFP und Tennessee-Antigen, 
wenn diese Tumorant igene durch Anreicherung 
und Reinigung z.b. mit Hilfe von HPLC , 
praparativer Elektrofokussierung, Affinitats- 
chromatographie oder- Chroraatofokussierung zur 
Verfugung stehen. 

Tumorzellprolif erationsbeeinf lussende Substanzen 

Von Interease sind, bei direkter oder indirekter 
iiber Liposom-Transportvesikein Applikation, 
Substanzen wie Auxine, indo 1 subs tituiert e 
Carbonsauren ( Indolyl- 3-buttersaure ) , naphtyl-bzw. 
phenyl subst i tuiert e Essigsauren( l-Naphtylessigsaure ) , 
Derivate von Phenoxycarbonaauren ( 2 , 4-Dichlorphenoxy- 
essigsaure ; 2 , 4 , 5-Trichlorphenoxy-essigsaure ; 
2-Methyl-'l-chlorphenoxy-e3sigsaure) und Derivate 
der Naphtoxycarbonsauren( 2-Naphtoxy-essigsaure ) 
icegen der Beeinf luaaung der Tumorzellprolif eration. 
Cytochalasin 

An Antitumor-Ig kovalent gebundene Liposomen konnen 
auch Trager von Cytochalasin sein, welches 
Storung der Kern-Cytoplasraa-Interaktion in der 
Tumorzel le vcrursacht . 

Spezifische Inhibitoren von Collagenase III und IV 

Nach den al lei'ncues t en Erkenn tnissen 
amcrikanischer Forschor sind Collagenase HI und 
IV (als Exoenzyme) das Mcrkmal , der Selektiona- 
vorteil, der die roetastasierenden Turaorze llinien 
von den nicht-metastasierenden Subpopulationen 
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unterscheidet. Eliie Enknpsul lorung von 

spezifischen Collascnnse-IIcmnicrn(z.B. von 

Collaj5cn-Antimetabolit.en/Strukturanaloso) 

in mit Antlturaor-Ig belndcncn Liposom- 

Vesikeln ist dahcr von Interesso. 

Butyrat ^ 

Butyrat induv.iert ala "reverse transformation 

agent" Wachstumshemmung und/oder morphologischn 

und biocheroische Redif f erenzicrung trans- 

formierter Zellen- 

Im folgenden wird die ErfLndung anhand eines 
Beispiels naher erlautert. 

Beispicl 

Phosphatidylcholin (aus Uuhnerei) und 
Phosphatidyl serin (aus Rindergehirn) konnen in 
chromatographischer Roinheit kommerziell 
bezoge^i werden. 

Zur Herstellung von multilamellaren Vesikeln 
kann man beide Phospholipide in. 1:1- oder 
im 7:3-inolaren Verhaltnis in Chloroform 
auflBsen. Vofteilhaft ist eine 4 , 95: '* . 95: o . 1- 
molare Mischung von Ei-Phosphatidylcholin , 
Rinder-Phosphatidylserin und Lysolecithin . 
gelbst in Chloroform, vreil sich 
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im Versuch gezeigt hatte, dall die dabei entstehenden 
Liposomen negative Ladui g bzvr- ein Zeta-Pbtent ial 
aufweisen, welches eine etwa 12fach erhohte Phagotytose 
bzw. MeRibranfusionierung ala beispielsvreise die 
elektrisch neutralen Liposomen aus Ei-Phosphatidylcholin 
zur Folge hat. 

Nach der Chorof ormv<irdampf ang im Ro t a t ionsverdampf er vrerden 

vrasserlbsliche Immunost imuLa toren im mit FCS (FBS = Foetale 

Kalbserum) versehenen Zellkul turmedium (z-B. RPMI l6^o oder 

CMEM Oder TC 199 oder HDSS ) zugesetzt, die Mischungmit 

einem hochtourigen Gerat 2o-6o min lang emulgiert und die 

ents tandenen I Testsubstanz enthaltenen Liposomen durch 

auf In jekt ions sprit zen auf schraubbaren Milliporef il ter 

filtriert. Die Liposome werden auf einen Totallipidgehal t . 

von ca l|iMol/ml Zellkul turmedium eingestellt und sollten 

nicht langer als Zk Stundcn stehen. Der durchschnittliche 

Liposomeninhalt soil ca 2-I^L^lo^ pro Mol Phospholipid 

betragen.' Das Liposom-enkapsul ierte Material soil den zu 

st imulierenden Makrophagen in elner Dosierung gegeben 

werden, daQ loo ^4Mol Phospholipid auf l,lo^ Makrophagen 

anfallen. Diese Liposomdosierung entspricht elner 

absoluten Menge von ca o,25vl des enkapsulierten Materials 
5 

pro l^lo**"^ Makrophagen. 

Wahrend bei der mcchanischcn Mischung der nach Abdampfen 
des organischen Lbsungami t t e I a und "Emulgierung" im 
wassrigon Medium entstehenden Liposomen Vesikeln mit 
einem durchschni t tlichen Durchmessor von 5-5o|Jm entstehen, 
kann der raittlere Durchmesser durch Ult raschal 1-Dehandlung 
der ''Emulsion'* auf o,o5pn herabgesetzt werden. Die 
mcchanisch erzeugten Liposomen sind aus konzen t rischen 
Phospholipid-Dilayern multilamellar aufgebaut, wobei der 
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interlamellare Raum 5^-755 bctrast. Die durchschni t t I iche 
Schichtdicke der Phosphol ip ul-Bil ayer betragt 5o X. In 
diese Zwischenraume wird das wasscr losliche Material 
wie Immunostimul atoren bzw, Cytoatatika und Lektinn, 
in die Liposom-^Bi layer die I ipoph L len Verb indungon ein5;Hbaut. 
Dei nicht-molekulardispcrsen Wirksubk tanzon wird dioMor 
regelmaftig konzen t rische Auf }au gestort, cs kommt viel mehr 
zu einer Art Beladun^ der partikularen Ef f ektorma ter ia 1 en 
mit multilamellarer Liposomaudenschich t . Die fehlende 
Antigenitat der LiposomauRenschicht verhindert Immunant- 
worten vom verzpgerten Typ bei sleichzei t ig erleichterter 
Membranannaherung und Fusion. Durch Ersatz von 
Dicetylphosphat in einem 7:2: l-GemLsch von 
Lezithin, Cholesterol und Dicetylphosphat durch 
Stearylamin kann die negative Oberf lachenladung des Liposoms 
zur positiven umgevrandel t werden. Dies ist deshalb von Dedeutun^ 
da man beispielswiese von Proteinen, die bei pH7, o-7,'* positiv 
geladen sind, weift, daft sie vresentlich hohere Immunogenita t* 
aufweisen, wenn sie in positiv geladcnen Liposomen 
enkapsuliert werden, Auch das Lezithin: Cho lesterol-Vcrhal tnis 
ist wichtig. Gunstig ist oft die Oberf lachenbeladung der 
Liposomvesikeln mit denaturierten Immunglobulinen und 
(aktivem) C3-Komplement . Gunstig ist, Kie an^derer Stelle 
erwahnt, die gleichzeit ige Applikation von Adjuvant ien wie 
Saponin, M. tuberculosis, B. pertussis u.a. Bei Liposom- 
Injizierung entstehen an der Injektionsstel le keine 
Granulome. Liposomen zeigten bei der Anwendung beim 
Menschen keinerlei ncgativen Effekte, eine rapide 
Mobilisierung von der Injektionss te I le und eine 
betrachtliche Retent ionszeit in der Lymphknoten. Liposomen 
sind biodegradierbar • 
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